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1.1.1 Epidemiologie, Ätiologie und Risikofaktoren
Die  altersabhängige  Makuladegeneration  (AMD)  ist  eine  progredient  verlaufende 
degenerative  Erkrankung  von  Netzhaut,  retinalem  Pigmentepithel  (RPE),  Bruch`scher 
Membran und der Aderhaut im Bereich der Makula lutea und die häufigste Ursache einer 
erheblichen  Minderung  des  zentralen  Sehvermögens  in  den  westlichen  Industrienationen 
(Spitzer et al. 2008). In Deutschland sind schätzungsweise 4,5 Millionen Menschen von AMD 
betroffen, das Erkrankungsalter liegt meist über 60 Jahre (Eter et al. 2009). Alterungsprozesse 
des  RPE,  der  darunter  liegenden  Bruch´schen  Membran  und  der  Aderhaut  führen  zur 
Degeneration der Makula. Zu den Risikofaktoren einer AMD zählt in erster Linie ein höheres 
Lebensalter (Bird et al. 1995). Bei der Entstehung der multifaktoriellen Krankheit spielen aber 
auch genetische Dispositionen, Rauchen, Adipositas und Hypertonie eine Rolle (Vingerling et 
al.  1995;  Klein  et  al.  2004).  Im  Verlauf  der  Krankheit  kommt  es  insbesondere  zur 
Beeinträchtigung  des  zentralen  Sehens,  während  das  periphere  Sehen  auch  in 
fortgeschrittenen Stadien meist erhalten bleibt.
1.1.2 Klassifikation
Die AMD wird in zwei Formen unterteilt, die trockene (atrophe) und die feuchte (exsudative) 
altersabhängige Makuladegeneration.
Trockene (atrophe) Makuladegeneration
Die trockene (atrophe) AMD tritt bei 80-90 % der AMD-Patienten auf, verursacht aber nur 5-
10 % der durch AMD verursachten Blindheit. Sie beginnt mit Ablagerungen von Lipofuszin- 
und  Lipid-Aggregaten,  sogenannten  Drusen,  die  durch  einen  ineffektiven  Transport  von 
Stoffwechselendprodukten  von  den  Photorezeptorzellen  zur  Aderhaut  zwischen  der 
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Bruch`schen Membran und dem RPE entstehen (Bird et al. 1995). Zusätzlich liegt bei der 
atrophen  AMD  ein  ineffektiver  Transport  von  Nährstoffen  von  der  Aderhaut  zu  den 
Photorezeptorzellen vor (Zarbin 1998). 
An einem kritischen Punkt konfluieren die  größer werdenden Drusen, begleitet  von RPE-
Veränderungen, zumeist Hyperpigmentierungen. Konfluierende Drusen konnten in 100 % der 
Augen  nachgewiesen  werden,  bei  denen sich  durch  flächigen  Zelltod  eine  geographische 
Atrophie des RPE entwickelte (Klein et al. 2008). 
Feuchte (exsudative) Makuladegeneration
Die feuchte (exsudative) AMD tritt in 10-15 % der AMD-Fälle auf, ist aber für 90 % der 
klinisch  relevanten,  durch  AMD  verursachte  Blindheit  verantwortlich  (Klein  R/Klein 
BEK/Linton 1993, Green/Wilson 1986). Typische pathologische Merkmale sind neu gebildete 
Blutgefäße,  sogenannte choroidale  Neovaskularisationen (CNV),  die  aus der  Aderhaut  die 
Bruch'  sche-Membran durchbrechen und unter die  Netzhaut  wachsen (Avery et  al.  1996). 
CNV verursachen Leckagen und Ödeme im Bereich der retinalen Schichten und können den 
Visus stark beeinträchtigen  (de Jong 2006). Darüber hinaus neigen CNV zu submakulären 
Blutungen,  die  im  Verlauf  zu  einer  Makula-Narbe  führen  können  (Avery  et  al.  1996). 
Submakuläre Blutungen gehören zu den häufigsten Komplikationen einer feuchten AMD mit 
einer  besonders  ungünstigen  Prognose  (Feltgen 2012). Die  durch  submakuläre  Blutungen 
verursachten Schädigungen des retinalen Gewebes sind mit einer verminderten Passage von 
Nährstoffen  zur  Netzhaut  assoziiert (Glatt/Machemer  1982),  einem Schwund der  äußeren 
Schichten  der  Netzhaut aufgrund  von  Blutgerinnseln  (Glatt/Machemer  1982)  und  einem 
Freisetzen von toxischen Substanzen wie Fibrin (Toth et  al.  1991), Eisen (Bhisitkul et  al.  
2008) und Hämosiderin (El Baba/Jarrett 1986). Bereits 24 Stunden nach einer Blutung können 
toxische Effekte in der Netzhaut beobachtet werden (Glatt/Machemer 1982).
Im Gegensatz  zur  atrophen Form führt  die  exsudative  AMD zur  raschen  Zunahme einer 
Sehstörung mit verzerrter  Wahrnehmung der Umwelt,  sogenannten  Metamorphopsien, und 




1.1.3 Signalmolekül: Vascular Endothelial Growth Factor
In der Pathogenese der CNV nimmt das Signalmolekül Vascular Endothelial Growth Factor 
(VEGF)  eine  entscheidende  Rolle  ein  (Spilsbury  2000).  Von  der  VEGF-Familie  sind 
verschiedene Formen bekannt: VEGF A bis F, sowie  Placental Growth Factor  (PIGF). Der 
wichtigste  endogene Faktor,  VEGF-A, im Weiteren  als  VEGF bezeichnet,  ist  der  stärkste 
Aktivator der Angiogenese. Er liegt als Dimer vor und weist zwei Bindungsstellen für seine 
VEGF-Rezeptoren, membrangebundene Tyrosinkinasen (Ylä-Herttuala et al. 2007), auf. Bei 
gleichzeitiger Bindung beider Rezeptoren wird eine Signaltransduktionskaskade ausgelöst, die 
über weitere Schritte zur Proliferation und Migration von Endothelzellen führt (Ferrara et al. 
2006). Eine Überexpression von VEGF in retinalem Gewebe steht in Zusammenhang mit dem 
Wachstum choroidaler Blutgefäße, einer Undichtigkeit der Gefäße, der Entwicklung von CNV 
und einer neuronalen Degeneration der Netzhaut (Spilsbury 2000).
1.1.4 Vascular Endothelial Growth Factor-Inhibitoren
Seit Entwicklung der VEGF-Pharmakotherapie umfasst der Therapiestandard der exsudativen 
AMD die Verabreichung von VEGF-Inhibitoren. Mittels einer intravitrealen Injektion stellt 
sie eine sichere und effektive Behandlung der exsudativen AMD dar (Ip et al. 2008, Schouten 
et  al.  2009).  Eine  weitere  Form der  Applikation  bei  akuter  submakulärer  Blutung  ist  die 
subretinale Injektion im Bereich der Blutung (Treumer et al. 2010, Treumer et al. 2012). Zu 
den  etablierten  VEGF-Inhibitoren  der  AMD  zählen  Ranibizumab  (Lucentis®, Novartis), 
Aflibercept (Eylea®, Bayer) sowie das in zulassungsüberschreitender Anwendung (off-label-
use) eingesetzte Krebsmedikament Bevacizumab (Avastin®, Roche).
Bevacizumab
Bevacizumab ist  ein  humanisierter  monoklonaler  Antikörper  aus  der  Gruppe  der 
Immunglobuline (IgG1). Er enthält sowohl ein Fab- als auch ein Fc-Fragment und hat ein 
Molekulargewicht von 150 kDa. Seine Wirkung erzeugt er durch Bindung an VEGF, so dass 
dieser nicht mehr an seine Zielmoleküle (VEGF-Rezeptoren) binden kann und  dadurch die 
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Angiogenese der pathologischen Blutgefäße gehemmt wird (Stefanini et al. 2010).
Ranibizumab
Ranibizumab  ist  ein  humanisiertes,  rekombinantes  Fab-Fragment  ohne  Fc-Fragment  und 
wurde speziell  für  die  Behandlung der  exsudativen  AMD entwickelt.  Mit  hoher  Affinität 
bindet es alle Isoformen des VEGF, welches als Schlüsselmolekül bei der Entstehung der 
exsudativen AMD gilt (Ferrara et al. 2006). Durch VEGF-Bindung verhindert Ranibizumab 
die Aktivierung der Rezeptoren VEGF-Rezeptor-1 und VEGF-Rezeptor-2 auf der Oberfläche 
der Endothelzellen. 
Aufgrund der im Vergleich zu Bevacizumab geringeren Molekülgröße von 48,4 kDa kann 
Ranibizumab  nach  intravitrealer  Gabe  bei  akuter  submakulärer  Blutung  leichter  als 
Bevacizumab durch die  Netzhaut diffundieren (Gaudreault et al. 2005) und somit direkt zur 
CNV, der Blutungsquelle, gelangen.
Aflibercept
Aflibercept ist ein sogenanntes  VEGF-Trap-Molekül, ein rekombinanter, künstlicher VEGF-
Rezeptor. VEGF-Trap setzt sich aus einer Kombination der bindenden Domänen der VEGF-
Rezeptoren 1 und 2 und dem Fc-Fragment von Immunglobulin G zusammen.  Es weist eine 
sehr hohe Affinität für VEGF auf und bindet alle VEGF-Isoformen (VEGF-A, -B, -C und 
PIGF (Holash et al. 2002, Dowlati 2010)).
Nach refraktärer  Therapie  unter  Ranibizumab bei  Patienten mit  exsudativer  AMD konnte 
durch  Aflibercept  eine  verbesserte  Sehfähigkeit  erreicht  werden  (Saito  et  al.  2014).  Im 
Vergleich  zu  Ranibizumab  und  Bevacizumab  zeigte  Aflibercept  eine  verlängerte  VEGF-
Inhibition  (Klettner/Recber/Roider 2014).  Außerdem wurde  unter  der  Aflibercept-Therapie 
ein  deutlich  niedrigerer  intraokularer  Druck  ermittelt,  was  möglicherweise  ein  besseres 
intraoperatives Druckprofil zur Folge hat (Rusu et al. 2014).
Welcher  VEGF-Inhibitor  hinsichtlich  Wirksamkeit,  Sicherheit  und  Wirtschaftlichkeit 
überlegen ist,  ist Gegenstand aktueller Diskussionen. Bevacizumab wird aufgrund deutlich 
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niedrigerer Kosten weltweit am häufigsten zur Behandlung der feuchten AMD eingesetzt. Vor 
allem  Aflibercept  überzeugt  mit  einer  bis  zu  fünfzigfach  höheren  Affinität  zum  VEGF-
Molekül gegenüber Ranibizumab und Bevacizumab und könnte mit einer Verlängerung der 
Injektionsintervalle maßgeblich die Belastung der Patienten verringern und die Compliance 
verbessern (Holash et al. 2002).
1.1.5 Therapie submakulärer Blutungen bei exsudativer AMD
In  der  Therapie  der  submakulären  Blutung  bei  exsudativer  AMD  wurden  bislang 
unterschiedliche  Verfahren  angewendet:  Ein  etabliertes,  allgemein  anerkanntes  operatives 
Therapieverfahren gibt es nicht. Die subretinale CNV-Extraktion mit Ausspülung der Blutung 
ist  aufgrund schlechter  funktioneller  Ergebnisse wieder  aufgegeben worden (Vander  et  al. 
1999, Bressler et al. 2004). Zur Verdrängung der submakulären Blutung aus der Fovea wurde 
stattdessen Recombinant Tissue Plasminogen Activator (rtPA) eingesetzt.
Das  gentechnisch  entwickelte  rtPA  (Alteplase) imitiert  die  Wirkung  des  natürlichen 
gewebespezifischen  Plasminogenaktivators (Tissue  Plasminogen  Activator, tPA)  einer 
Serinprotease,  die  als  körpereigener  Aktivator  der  Fibrinolyse  aus  den Endothelzellen der 
Gefäßwände freigesetzt wird. Das Hauptsubstrat von rtPA ist Plasminogen, das durch rtPA zu 
aktivem Plasmin gespalten  wird.  Plasmin  (ebenfalls  eine  Serinprotease)  spaltet  wiederum 
Fibrinpolymere, die Thromben vernetzen.
Neben  Plasmin  werden  allerdings  auch  andere  Proteine  wie  Hepatocyte  Growth  Factor 
(Mars/Zarnegar/Michalopoulos 1993) oder  Platelet Derived Growth Factor (Su et al. 2008) 
durch rtPA gespalten. Deshalb ergab sich die Frage,  ob rtPA selbst,  durch rtPA aktiviertes 
Plasmin oder auch unbestimmte, während der Fibrinolyse aktivierte Proteasen intraoperativ 
Aflibercept  oder  Ranibizumab  bei  einer  Ko-Applikation  spalten  und  damit  funktionell 
inaktivieren können.
Zur Injektion  von rtPA sind bisher  grundsätzlich zwei Verfahren beschrieben worden:  die 
intravitreale  Injektion einer  rtPA-Lösung und einer  Gasblase  einerseits  (Chen et  al.  2007, 
Hesse/Schmidt/Kroll 1999, Handwerger et al. 2001) sowie die subretinale Injektion von rtPA 
während einer pars-plana-Vitrektomie (ppV), gefolgt von einer intravitrealen Gastamponade 
6
Einleitung
(Haupert/McCuen/Jaffe 2001, Olivier/Chow/Packo 2004, Hillenkamp et al. 2010, Treumer et 
al.  2010,  Treumer/Roider/Hillenkamp  2012).  Der  Vorteil  der  intraokularen  rtPA-Injektion 
gegenüber  einer CNV-Extraktion mit Ausspülung der  submakulären Blutung ist  eindeutig. 
Zum  einen  wird  das  Risiko  eines  möglichen  Traumas  der  subretinalen  Manipulation 
minimiert, zum anderen kommt es bei der CNV-Extraktion unvermeidlich auch zur Extraktion 
des RPE (Vander et al. 1991, Bressler et al. 2004).
Nach erfolgreicher Verdrängung der  submakulären Blutung durch rtPA verbesserte sich die 
Sehfähigkeit  der  Patienten  zunächst  häufig,  fiel  dann  aber  wieder  ab,  weil  die  der 
submakulären  Blutung zugrunde  liegenden  CNV  weiter  fortschritt.  In  Anbetracht  der 
Entwicklung neuer VEGF-Inhibitoren gilt daher das Verfahren der kombinierten subretinalen 
oder intravitrealen Applikation von rtPA mit Bevacizumab, Ranibizumab oder Aflibercept als 
vielversprechendes  Therapiekonzept  der  Behandlung  einer  CNV  im  Rahmen  einer 
submakulären Blutung. Während rtPA die Blutung aus der Fovea zu verdrängen vermag und 
toxische Effekte des Blutes reduziert (Treumer et al. 2010, Treumer et al. 2012, Meyer et al. 
2008, Guthoff et al. 2011), hemmt der VEGF-Inhibitor das Fortschreiten der CNV zu einem 
möglichst frühen Zeitpunkt.
Intravitreale  Applikationen  von  rtPA  und  VEGF-Inhibitoren  haben  gegenüber  einer 
subretinalen  Injektion  allerdings  den  Nachteil,  dass  die  Wirkstoffe  zunächst  durch  die 
Netzhaut diffundieren müssen, um ihre Wirkung am Ort der submakulären Blutung entfalten 
zu  können.  Während  Ranibizumab  aufgrund  seiner  Molekülgröße  keine  Schwierigkeiten 
haben dürfte, die  Netzhaut zu durchdringen (Mordenti et al.  1999), zeigte sich nach rtPA-
Injektionen  in  den  Glaskörper  von  Hasen,  dass  rtPA nicht  durch  die  gesunde  Netzhaut 
diffundierte  (Kamei/Misono/Lewis  1999).  Des  Weiteren  könnten  Blutgerinnsel  einer 
submakulären  Blutung eine  transretinale  Diffusion  einschränken  und  den  Transport  der 
Wirkstoffe in den subretinalen Raum zum Ort der CNV behindern.
Klinische  Studien  über  eine  kombinierte  subretinale  Ko-Applikation  von  rtPA  und 
Bevacizumab im Rahmen einer ppV gefolgt von einer intravitrealen Gastamponade erzielten 
demgegenüber   bereits  vielversprechende Ergebnisse (Treumer et  al.  2010, Treumer et  al. 
2012). Die direkte Injektion der Therapeutika zum Ort der CNV im subretinalen Raum scheint  
eine  optimale  therapeutische  Effektivität  der  Wirkstoffe  zu  ermöglichen.  Während  die 
7
Einleitung
Kompatibilität  von  rtPA und  Bevacizumab  bereits  erfolgreich  untersucht  werden  konnte 
(Klettner et al. 2012), galt es,  nun auch die Kompatibilität von rtPA und Ranibizumab bzw. 





Akute  submakuläre  Blutungen  sind  eine  häufige  Ursache  plötzlichen  Sehverlustes  bei 
neovaskulärer altersabhängiger Makuladegeneration. Ein klinisch vielversprechender Ansatz 
ist  die  kombinierte  subretinale  Ko-Applikation  von  rtPA  mit  einem  VEGF-Inhibitor 
(Aflibercept  oder  Ranibizumab)  im Rahmen einer  Standard-pars-plana-Vitrektomie  (ppV), 
gefolgt von einer intravitrealen Gastamponade.  Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  ist  es,  dieses 
therapeutische Verfahren im Labor zu simulieren und die  Kompatibilität  und Wirksamkeit 
einer Ko-Applikation von rtPA und Ranibizumab bzw. Aflibercept in einem entsprechenden 
in-vitro-Modell experimentell zu untersuchen. 
Daher  stellt  sich  zunächst  Frage  a):  Werden  Aflibercept  bzw.  Ranibizumab  nach  Ko-
Inkubation mit enzymatisch wirksamen rtPA oder Plasmin gespalten? RtPA und Aflibercept 
bzw. Ranibizumab, sowie Plasmin aus humanem Plasma und Aflibercept bzw. Ranibizumab 
werden  dazu  in  unterschiedlichen  Konzentrationen  ko-inkubiert,  in  einer  Sodium-
Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE-Gelelektrophorese) 
elektrophoretisch aufgetrennt und auf die Bildung von Spaltprodukten hin analysiert.
Weiterhin stellt sich die Frage b): Wird die direkte enzymatische Wirkung von rtPA und/oder 
Plasmin Aflibercept bzw. Ranibizumab in ihrer therapeutischen Funktion als VEGF-Inhibitor 
funktionell  beeinträchtigen? Aus  einer  Zellkultur  wird  dazu  von  konfluierenden,  VEGF-
sezernierenden  RPE-Zellen  Medium  gewonnen,  in  welchem  jeweils  rtPA  und  VEGF-
Inhibitoren sowie Plasmin und VEGF-Inhibitoren ko-inkubiert werden. Die VEGF-Bindung 
von Aflibercept bzw. Ranibizumab wird daraufhin im VEGF Enzyme-Linked-Immunosorbent-
Assay (ELISA) quantifiziert. 
Schließlich stellt sich die Frage c): Werden Aflibercept bzw. Ranibizumab durch indirekte 
Wirkung von rtPA über die Konversion von Plasminogen zu enzymatisch aktivem Plasmin 
oder anderen, während der Fibrinolyse aktivierten Proteasen beeinflusst? Zur Simulation einer 
intraoperativen Anwendung der Therapeutika werden daraufhin rtPA und VEGF-Inhibitoren 
in humanem Blut ko-inkubiert und im VEGF ELISA analysiert. Dazu wird das Volumen von 
typischen submakulären Blutungen zugrunde gelegt. 
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Bio-Image System (Geldokumentation) ChemoBis, Biostep, Jahnsdorf
Brutschrank Labotect, Göttingen
Cellophan (Zellulose) Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
VWR International, Radnor, USA
Consort, Turnhout, Belgien
Biotek Instruments, Bad Friedrichshal
Biotek Instruments, Bad Friedrichshall
Thermo Elektron Corporation, Erlangen
Bio-Rad Laboratories, München
R & D Systems, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
VWR International, Radnor, USA
Spectralis HRA+OCT Heidelberg Engineerin, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
TotalLab Software Nonlinear Dynamics, Durham, USA
Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Scientific Industries, New York, USA
Waage Kern & Sohn, Balingen








Heraeus Fresco 17 (Zentrifuge)
Mini-Protean® (Gelkammersystem und Glasplatten)
















Glycerin 87% (Glycin) Merck, Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl)
Dargestellt sind die VEGF-Inhibitoren, rtPA und Plasmin.
Tabelle 3: VEGF-Inhibitoren, rtPA und Plasmin
VEGF-Inhibitoren, rtPA und Plasmin
Bezeichnung Firma
Boehringer, Ingelheim
Plasmin from human plasma
Actilyse® (rtPA)
Avastin® (Bevacizumab) Roche Deutschland Holding, Grenzach-Wyhlen
Eylea® (Aflibercept) Bayer, Leverkusen




Dargestellt sind die Puffer und Lösungen.




Color Reagenz A (Substrat-Lösung)
Color Reagenz B (Substrat-Lösung)
Coomassie Brilliant Blue R-250 Destain Solution Bio-Rad Laboratories, München
Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution Bio-Rad Laboratories, München
Merck, Darmstadt
4x SDS Sample Buffer
Silver Stain Developer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Silver Stain Enhancer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Silver Stain Sensitizer




Ammoniumperoxiddisulfat (APS) Merck, Darmstadt
R & D Systems, Wiesbaden
R & D Systems, Wiesbaden
Roti®-Mark STANDARD (Molekulargewichtsmarker) Roth, Karlsruhe
Precision Plus Protein™ Prestained Standard (Molekulargewichtsmarker)Bio-Rad Laboratories, München
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Merck, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Tetramethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe
Tris gepufferte Salzlösung (TBS)
Trizma®Base
Trizma®Hydrochlorid (TRIS) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Material und Methoden
2.1 Untersuchungen der Kompatibilität von VEGF-Inhibitoren und rtPA 
bzw. Plasmin
In den Experimenten der SDS-PAGE-Gelelektrophorese wurde die Ko-Applikation von rtPA 
und Aflibercept, rtPA und Ranibizumab, Plasmin und Aflibercept, Plasmin und Ranibizumab 
sowie zusätzlich Plasmin und Bevacizumab untersucht.  In  den Versuchsreihen wurden 40 
mg/ml Aflibercept  (Eylea®, Bayer), 10 mg/ml Ranibizumab (Lucentis®, Novartis), 25 mg/ml 
Bevacizumab  (Avastin®,  Roche) und  0,2  mg/ml  rtPA (Actilyse®,  Boehringer  Ingelheim) 
verwendet.
Zur  Simulation  der  intraoperativen  Bedingungen  wurden  gleiche  Volumina  der 
entsprechenden VEGF-Antagonisten und rtPA verwendet. Folglich wurden in allen Versuchen 
5  µl  (1  µg)  rtPA,  5  µl  (50  µg)  Ranibizumab  und  5  µl  (200  µg)  Aflibercept  in  einem 
Gesamtvolumen von 10 µl inkubiert.
Die Interaktion von Aflibercept und Plasmin, Ranibizumab und Plasmin sowie Bevacizumab 
und  Plasmin  wurde  unter  Verwendung  von  ≥  2  Units/mg  Protein  menschlichen  Plasmas 
(Plasmin From Human Plasma, Sigma) untersucht. Da die in-situ vorliegende Konzentration 
von  Plasmin  in  einer  mit  rtPA und  Aflibercept  oder  rtPA und  Ranibizumab  behandelten 
submakulären Blutung unbekannt ist,  wurden in den Versuchen zwei Konzentrationen von 
Plasmin verwendet. Folglich wurden in allen Experimenten 0,2 U oder 2 U Plasmin mit 5 µl  
(200 μg) Aflibercept sowie 5 μl (50 μg) Ranibizumab in einem Gesamtvolumen von 10 µl 
inkubiert. Unter Verwendung von 50 µg Aflibercept, 50 µg Ranibizumab sowie zusätzlich 50 
µg Bevacizumab wurden neben gleichen Volumina auch der  Effekt  von 2 U Plasmin auf 
gleiche Mengen der jeweiligen VEGF-Antagonisten untersucht.
2.1.1 SDS-PAGE-Gelelektrophorese: Probenvorbereitung von rtPA und VEGF-
Inhibitoren
Zur Untersuchung der Kompatibilität von rtPA und Aflibercept bzw. Ranibizumab wurden ko-
inkubiert:
 5 µl (1 µg) rtPA und 5 µl (200 µg) Aflibercept 
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 5 µl (1 µg) rtPA und 5 µl (50 µg) Ranibizumab 
Als Kontrolle dienten jeweils 5 µl rtPA (1 µg), 5 µl (200 µg) Aflibercept und 5 µl (50 µg) 
Ranibizumab.
Alle Proben wurden in einem Gesamtvolumen von 10 µl für zwei Stunden bei 37 °C im 
Thermomixer (Thermomixer Comfort,  Eppendorf) inkubiert.  Anschließend wurden jeweils 9 
µl der Proben mit 3 µl Sample Buffer (4x SDS Sample Buffer, Merck) versehen und für fünf 
Minuten bei 95 °C im Thermomixer inkubiert.
Sample  Buffer  üben  als  Probenpuffer  unterschiedliche  Funktionen  aus.  Zum  einen 
stabilisieren sie den pH-Wert der Proben, zum anderen erhöhen sie die Dichte der Proben, die 
dadurch  in  die  Taschen  der  Gele  einsinken.  Darüber  hinaus  vereinfacht  der  Farbstoff 
Bromphenolblau die Auswertung der angefärbten Banden im Anschluss an die SDS-PAGE-
Gelelektrophorese. 
In der SDS-PAGE-Gelelektrophorese wurden die Proben in Konzentrationen von 1:10 und 
1:100 aufgetragen.
2.1.2 SDS-PAGE-Gelelektrophorese: Probenvorbereitung von Plasmin und 
VEGF-Inhibitoren
Zur Untersuchung der Kompatibilität von Plasmin und Aflibercept bzw. Ranibizumab wurden 
ko-inkubiert:
 5 μl (200 μg) Aflibercept und 0,2 U Plasmin
 5 μl (200 μg) Aflibercept und 2 U Plasmin
 5 μl (50 μg) Ranibizumab und 0,2 U Plasmin
 5 μl (50 μg) Ranibizumab und 2 U Plasmin
Als Kontrolle dienten jeweils 0,2 U Plasmin, 2 U Plasmin, 5 μl (200 μg) Aflibercept und 5 μl 
(50 μg) Ranibizumab.
Alle Proben wurden in einem Gesamtvolumen von 10 µl für zwei Stunden bei 37 °C im 
14
Material und Methoden
Thermomixer inkubiert.  Anschließend wurden jeweils 9 µl der inkubierten Proben mit 3 µl 
Sample Buffer versehen und bei 95 °C für fünf Minuten im Thermomixer inkubiert.
In der SDS-PAGE-Gelelektrophorese wurden die Proben in Konzentrationen von 1:10 und 
1:100 aufgetragen.
Vergleich gleicher Konzentrationen
Um eine  direkten  Vergleich  der  Dichte  der  Banden  aller  VEGF-Inhibitoren  darzustellen, 
wurde neben gleichen Volumina auch der Effekt von Plasmin auf identische Mengen aller 
VEGF-Inhibitoren - inklusive Bevacizumab - untersucht. Es wurden also die Versuche der 
Gelelektrophorese aus 3.1.2 wiederholt und jeweils eine Menge von 50 µg Aflibercept und 50 
µg Ranibizumab sowie zusätzlich 50 µg Bevacizumab in Ko-Inkubation mit 2 U Plasmin 
verwendet.
Folglich wurden ko-inkubiert:
 1,25 μl (50 μg) Aflibercept und 2 U Plasmin
 5 μl (50 μg) Ranibizumab und 2 U Plasmin
 2 µl (50 µg) Bevacizumab und 2 U Plasmin
Als Kontrolle dienten 2 U Plasmin, 1,25 μl (50 μg) Aflibercept, 5 μl (50 μg) Ranibizumab und 
2 µl (50 µg) Bevacizumab.
Alle Proben wurden in einem Gesamtvolumen von 10 µl für zwei Stunden bei 37 °C im 
Thermomixer inkubiert.  Anschließend wurden jeweils 9 µl der inkubierten Proben mit 3 µl 
Sample Buffer versehen und bei 95 °C für fünf Minuten im Thermomixer inkubiert.






Bei der SDS-PAGE-Gelelektrophorese handelt es sich um eine Variante der  Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, die der Auftrennung von Molekülen, insbesondere von Proteinen dient.
Das SDS nimmt die  Funktion  eines  Detergens  ein und führt  zu  einer  Denaturierung und 
Komplexbildung  der  Proteine.  Im  elektrischen  Feld  der  SDS-PAGE-Gelelektrophorese 
ermöglicht eine negative Gesamtladung des SDS-Protein-Komplexes die Trennung der SDS-
Protein-Komplexe nach ihrer Größe: Je größer die Komplexe sind, desto mehr werden sie in 
der Polyacrylamid-Matrix abgebremst.
Zunächst  werden  die  SDS-Protein-Komplexe  im  Sammel-Gel  zu  Banden  formiert  und 
anschließend im Trenn-Gel ihrer Molekülmasse entsprechend aufgetrennt.
Mit Hilfe von Markerproteinen kann die SDS-PAGE-Gelelektrophorese darüber hinaus zur 
Abschätzung  der  Molekülmasse  von  Proteinen  verwendet  werden.  Als 
Molekulargewichtsmarker  wurde  entweder  Precision  Plus  Protein™  Prestained  Standard 
(Bio-Rad Laboratories) oder Roti®-Mark STANDARD (Carl Roth) verwendet.
Aufbau der SDS-PAGE-Gelelektrophorese
Das  Gel  der  SDS-PAGE-Gelelektrophorese  ist  zusammengesetzt  aus  zwei  miteinander 
verbundenen Abschnitten, dem Sammel-Gel einerseits und dem Trenn-Gel andererseits, die 
verschiedene Dichten aufweisen. 
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Zunächst  wurde  das  Trenn-Gel,  anschließend  das  Sammel-Gel  mit  einer  jeweiligen 
Trocknungszeit von mindestens 30 Minuten gegossen.  Der Acrylamid-Anteil im Trenn-Gel 
betrug 12 %.  Daraufhin wurde das Gel in ein Gelkammersystem (Mini-Protean®,  Bio-Rad 
Laboratories)  eingespannt.  Das  Gelkammersystem  wurde  anschließend  mit  Laufpuffer 
befüllt.
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Dargestellt sind die Inhaltsstoffe der Trenn- und Sammel-Gele der SDS-PAGE-Gelelektrophorese.
Tabelle 5: Inhaltsstoffe der Trenn- und Sammel-Gele der SDS-PAGE-Gelelektrophorese
Zusammensetzung Trenn- und Sammel-Gel
Inhaltsstoffe Trenn-Gel Sammel-Gel
Acrylamid 2 ml 335 µl
Aqua bidest. 1,75 ml 1,15 ml
Trenngelpuffer* 1,3 ml
Sammelgelpuffer** 500 µl
APS (10 %) 40 µl 15 µl
Temed 5 µl 5 µl
* 4 x Trenngelpuffer: 18,17 g Tris Base (pH auf 8,8 mit HCl), 0,4 g SDS
** 2 x Sammelgelpuffer: 3,0 g Tris Base (pH auf 6,8 mit HCl, 0,2 g SDS
Dargestellt sind die Inhaltsstoffe des Laufpuffers der SDS-PAGE-Gelelektrophorese.
Tabelle 6: Inhaltsstoffe des Laufpuffers der SDS-PAGE-Gelelektrophorese







In  jedes  Gel  wurden  5  µl  eines  der  Molekulargewichtsmarker  (Precision  Plus  Protein™ 
Prestained Standard oder Roti®-Mark STANDARD) mit definierten Proteinen einer jeweiligen 
Größe gegeben. Anschließend wurden jeweils 12 µl der vorbereiteten Proben in jeweils eine 
der Geltaschen aufgetragen. Die Proben durchliefen zunächst für mindestens 30 Minuten das 
Sammel-Gel mit 150 Watt, 150 Volt und 12 Milliampere pro Gel, anschließend für mindestens 
60  Minuten  das  Trenn-Gel  mit  150  Watt,  150  Volt  und  24  Milliampere  pro  Gel.  Alle 
Experimente wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt.
2.1.4 Färbungen
Zur Detektion zusätzlicher Banden wurden unabhängig voneinander zwei Färbungen der Gele 
angefertigt und ausgewertet.
Coomassie-Färbung
Zur  Anfärbung  mit  der  Coomassie-Färbung  wurden  die  Gele  vorsichtig  aus  dem 
Gelkammersystem heraus gelöst und für etwa zehn Sekunden mit Tween Tris-Buffered Saline 
(TTBS) gewaschen.
Die  Anfärbung  erfolgte  mit  Coomassie  Brilliant  Blue  R-250  Staining  Solution (Bio-Rad 
Laboratories) über Nacht. Anschließend wurden die Gele für etwa 60 Minuten mit Coomassie 
Brilliant  Blue  R-250  Destain  Solution (Bio-Rad  Laboratories)  entfärbt.  Es  folgte  eine 
Festigung der Gele mit 2-prozentigem Glycerin für zehn Minuten.
Silber-Färbung
Zur Anfärbung mit der Silber-Färbung wurden die Gele vorsichtig aus dem Gelkammersystem 
heraus gelöst und für zwei Mal fünf Minuten in ultrareinem Wasser (Aqua bidest., Ampuwa® 
Spüllösung, Fresenius Kabi) gewaschen. Anschließend erfolgte für zwei Mal 15 Minuten eine 
Fixierung durch  eine  Lösung  mit  30-prozentigem Ethanol  und  10-prozentiger  Essigsäure. 
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Nach einer Behandlung in 10-prozentigem Ethanol für zwei Mal fünf Minuten erfolgte ein 
abermaliger Waschschritt in Aqua bidest für zwei Mal fünf Minuten. Nach einer einminütigen 
Behandlung der Gele in  Sensitizer Working Solution (12 ml Aqua bidest plus 25 µl  Silver  
Stain Sensitizer, (Thermo Fisher Scientific)) wurden die Gele zwei Mal für eine Minute in 
Aqua bidest gewaschen. 
Die Anfärbung der Gele erfolgte in Working Solution (12,5 ml Silver Stain plus 250 µl Silver  
Stain Enhancer (Thermo Fisher Scientific)).  Nach zweimaligem kurzen Waschen in  Aqua 
bidest erfolgte die Behandlung der Gele mit Developer Working Solution (12,5 ml Silver Stain  
Developer (Thermo  Fisher  Scientific)  plus  250  µl  Silver  Stain  Enhancer)  die  etwa  30 
Sekunden dauerte. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Gele für zehn Minuten mit 5-
prozentiger  Essigsäure  behandelt.  Abschließend  folgte  das  Festigen  der  Gele  mit  2-
prozentigem Glycin für zehn Minuten.
2.1.5 Densitometrische Analyse
Alle  Gele  wurden  mit  dem  Bio-Image-System (ChemoBis,  Biostep®)  photographiert  und 
anschließend  konserviert.  Hierfür  wurden  die  Gele  mit  2-prozentiger  Glycerin-Lösung 
behandelt und in Zellulose (Cellophan,  Roth) aufgespannt, welches zuvor mit 5-prozentiger 
Glycerin-Lösung vorbehandelt worden war.
Das Molekulargewicht und die Dichte der Banden wurden unter Verwendung der TotalLab-
Software (Nonlinear Dynamics) ausgewertet. In den Abbildungen ist die Dichte der Banden 
auf  der  y-Achse in  Abhängigkeit  zum mittleren Molekulargewicht  der  Banden auf  der  x-
Achse  dargestellt.  Die  Balken  der  Abbildungen  stehen  für  Mittelwerte  und 
Standardabweichungen der densitometrischen Dichte der Banden.
Alle Experimente wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt.
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2.2 Untersuchungen der Anti-VEGF-Effektivität: Aflibercept und 
Ranibizumab
Zur Quantifizierung der VEGF-inhibitorischen Effektivität von Aflibercept und Ranibizumab 
nach Inkubation jeweils mit rtPA, rtPA mit geronnenem Blut oder Plasmin wurde ein VEGF 
ELISA (Quantikine, R&D Systems) verwendet.
2.2.1 Zellkultur
Zur Vorbereitung der Proben für den ELISA wurde Medium von konfluierenden RPE-Zellen 
gesammelt, da diese eine signifikante Menge an VEGF in das Medium sezernieren (Klettner 
et al. 2008). 
Frische  Schweineaugen  zur  Verfügung gestellt  von einem  regionalen Schlachthof  wurden 
innerhalb von sechs Stunden nach dem Tod des Tieres präpariert. Die Augäpfel wurden kurz 
in antiseptischer Lösung eingelegt. Durch einen Schnitt im Bereich der  pars plana,  einem 
Abschnitt zwischen dem äußeren Rand der Netzhaut und dem Ziliarkörper, konnte die vordere 
Seite des Auges und der Glaskörper entnommen werden. Um die Interzellularverbindungen zu 
lösen, wurde anschließend Trypsin für fünf Minuten bei 37 °C in den Augenbecher gegeben 
und für 45 Minuten bei ebenfalls 37 °C durch Trypsin-Ethylendiamintetraessigsäure ersetzt. 
Die gelösten RPE-Zellen konnten daraufhin vorsichtig von der  Aderhaut abpipettiert und in 
Medium gesammelt und gewaschen werden. RPE-Zellen von sechs Augen wurden nun auf 
einem  60  mm  großen  Nährboden  ausgesät.  Kultiviert  wurden  die  Zellen  in  einem 
standardisierten  Nährmedium  (Dulbecco’s  Modified  Eagle’s  Medium/DMEM)  und  mit 
Penicillin/Streptomycin  (1%),  L-Glutamin,  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-  1-piperazinyl)-
Ethansulfonsäure  (HEPES,  25  mM),  Sodium-Pyruvat  (110  mg/ml)  und  10-prozentigem 
fetalem Kalbsserum (Linares) ergänzt. 
Um einen identischen Anteil an VEGF in den Medien zu erhalten, wurden RPE-Zellen für 
jeweils  vier  Stunden  mit  frischem  Nährmedium  versorgt.  Anschließend  wurden  mehrere 
Milliliter  des  entstandenen  Mediums  entnommen,  abzentrifugiert  und  bis  zu  ihrer 
Verwendung bei -20 °C eingefroren.
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2.2.2 VEGF ELISA: Probenvorbereitung von rtPA, VEGF-Inhibitoren und 
humanes Blut
Zur  in-vitro-Simulation einer intraoperativen Situation wurde einem gesunden volljährigen, 
männlichen Probanden (Betreuer, J.H.) venöses Blut aus der Vena mediana cubiti entnommen 
und  davon  zehn Tropfen  für  mindestens  15  Minuten  in  einem verschlossenen  Eppendorf 
Röhrchen  bei  Raumtemperatur  bis  zur  vollständigen  Gerinnung  belassen.  Anschließend 
erfolgte  die  Ko-Inkubation von  rtPA und  Aflibercept  sowie  rtPA und  Ranibizumab  in 
Konzentrationen, wie sie auch intraoperativ eingesetzt werden:
 10 Tropfen Blut, 50 µl (10 µg) rtPA und 50 µl (2 mg) Aflibercept
 10 Tropfen Blut, 50 µl (10 µg) rtPA und 50 µl (0,5 mg) Ranibizumab
Als Kontrolle dienten 10 Tropfen Blut mit 50 µl (10 µg) rtPA.
Alle Proben wurden für 30 Minuten bei 37 °C im Thermomixer inkubiert und anschließend 
für  fünf Minuten bei 5.600 Umdrehungen pro Minute (UpM) in der Zentrifuge (Centrifuge  
5414, Eppendorf) zentrifugiert. 20 µl des jeweiligen Überstandes wurden mit 500 µl des in 
der Zellkultur gewonnenen Mediums aus dem RPE-Zellüberstand in folgender Kombination 
zusammengesetzt:
 500 µl Medium und 20 µl Überstand aus rtPA, Blut und Aflibercept
 500 µl Medium und 20 µl Überstand aus rtPA, Blut und Ranibizumab
Als Kontrolle dienten 20 µl (800 µg) Aflibercept, 20 µl (100 µg) Ranibizumab und 20 µl (4 
µg) rtPA, die getrennt voneinander mit jeweils 500 µl Medium gemischt wurden. Alle Proben 
wurden  für  15  Minuten  bei  37  °C  im  Thermomixer inkubiert  und  anschließend  für  fünf 
Minuten bei 13.000 UpM in der  Zentrifuge zentrifugiert. 500 µl der Überstände stellten die 
Proben  für  den  VEGF  ELISA  dar  und  wurden  bei  -20  °C  bis  zu  ihrer  Verwendung 
eingefroren.
2.2.3 VEGF ELISA: Probenvorbereitung von rtPA und VEGF-Inhibitoren
Es wurden rtPA und Aflibercept bzw. Ranibizumab in Mischungsverhältnissen ko-inkubiert, 
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wie sie auch intraoperativ eingesetzt werden:
 10 µl (2 µg) rtPA und 10 µl (400 µg) Aflibercept
 10 µl (2 µg) rtPA und 10 µl (100 µg) Ranibizumab
Als Kontrolle dienten 10 µl (2 µg) rtPA, 10 µl  (400 µg) Aflibercept und 10 µl (100 µg) 
Ranibizumab,  die  getrennt  voneinander  in  Eppendorf  Röhrchen  mit  0,9-prozentigem 
Natriumchlorid auf  Volumina von 20 µl  aufgefüllt  wurden.  Alle  Proben wurden für  zwei 
Stunden  bei  37  °C  im  Thermomixer  inkubiert.  Anschließend  wurden  jeweils  500  µl  des 
Mediums  aus  RPE-Zellüberstand  hinzugefügt  und  für  weitere  15  Minuten  bei  37  °C  im 
Thermomixer inkubiert.  Alle  Proben wurden daraufhin für fünf Minuten bei  13.000 UpM 
zentrifugiert. 500 µl der Überstände stellten die Proben für den VEGF ELISA dar und wurden 
bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C eingefroren.
2.2.4 VEGF ELISA: Probenvorbereitung von Plasmin und VEGF-Inhibitoren
Aufgrund der unbekannten klinisch relevanten Konzentration von Plasmin in einer mit rtPA 
und  Aflibercept  bzw.  Ranibizumab  behandelten  submakulären  Blutung wurden  wiederum 
zwei Konzentrationen von Plasmin verwendet. Es wurden ko-inkubiert:
 0,2 U Plasmin und 10 µl (400 µg) Aflibercept
 2 U (2 µg) Plasmin und 10 µl (400 µg) Aflibercept
 0,2 U (0,2 µg) Plasmin und 10 µl (100 µg) Ranibizumab
 2 U (2 µg) Plasmin und 10 µl (100 µg) Ranibizumab
Als Kontrolle dienten 0,2 U Plasmin, 2 U Plasmin, 10 µl (400 µg) Aflibercept und 10 µl (100 
µg)  Ranibizumab,  die  getrennt  voneinander  in  Eppendorf  Röhrchen  mit  0,9-prozentigem 
Natriumchlorid zu einem Volumen von 20 µl aufgefüllt wurden. Alle Proben wurden für zwei 
Stunden  bei  37  °C  im  Thermomixer  inkubiert.  Anschließend  wurden  jeweils  500  µl  des 
Mediums aus dem RPE-Zellüberstand hinzugefügt und für weitere 15 Minuten bei 37 °C im 
Thermomixer inkubiert.  Alle  Proben wurden daraufhin für fünf Minuten bei  13.000 UpM 
zentrifugiert. 500 µl der Überstände stellten die Proben für den VEGF ELISA dar und wurden 
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bei -20 °C bis zu ihrer Verwendung eingefroren.
2.2.5 VEGF ELISA: Probenvorbereitung des Grenzwertes einer wirksamen 
Aflibercept-Konzentration
Zur Untersuchung des Einflusses von Plasmin auf den Grenzwert einer VEGF-inhibitorisch 
wirksamen Konzentration von Aflibercept wurde zunächst eine minimale, noch anti-VEGF-
wirksame Konzentration von Aflibercept bestimmt, die anschließend mit Plasmin ko-inkubiert  
wurde.
Zunächst wurde Aflibercept mit 0,9-prozentigem Natriumchlorid vorverdünnt und für zwei 
Stunden  bei  37  °C  im  Thermomixer  inkubiert.  Anschließend  wurden  jeweils  500  µl  des 
Mediums  aus  dem  RPE-Zellüberstand  mit  folgenden  Konzentrationen  von  Aflibercept 
zusammengesetzt:
 500 µl Medium und 10 ng/ml Aflibercept
 500 µl Medium und 50 ng/ml Aflibercept
 500 µl Medium und 100 ng/ml Aflibercept
 500 µl Medium und 150 ng/ml Aflibercept
 500 µl Medium und 200 ng/ml Aflibercept
 500 µl Medium und 400 ng/ml Aflibercept
 500 µl Medium und 800 ng/ml Aflibercept
Als Kontrolle diente 500 µl des Mediums. Alle Proben wurden für 15 Minuten bei 37 °C im 
Thermomixer  inkubiert.  500 µl  der  Überstände stellten die  Proben dar  wurden im VEGF 
ELISA ausgewertet. Da 200 ng/ml als minimale VEGF-inhibitorisch wirksame Aflibercept-
Konzentration beschrieben werden konnte (s. Ergebnisse 3.2.3), wurde Aflibercept mit 0,9-
prozentigem Natriumchlorid vorverdünnt und 200 ng mit 4 U Plasmin zusammengesetzt. Als 
Kontrolle dienten jeweils 4 U Plasmin und 200 ng Aflibercept. 
Alle  Proben  wurden  mit  0,9  prozentigem  Natriumchlorid  auf  ein  Volumen  von  20  µl 
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aufgefüllt und für zwei Stunden bei 37 °C im Thermomixer inkubiert.  Anschließend wurden 
jeweils 500 µl des Mediums aus RPE-Zellüberstand hinzugefügt und für weitere 15 Minuten 
bei 37 °C im Thermomixer inkubiert.  Alle Proben wurden daraufhin für fünf Minuten bei 
13.000 UpM zentrifugiert. 500 µl der Überstände stellten die Proben für den VEGF ELISA 




2.3.1 Testprinzip VEGF ELISA
Der in dieser Arbeit verwendete VEGF ELISA ist ein Sandwich-ELISA und detektiert porcine 
VEGF165-Konzentrationen  in  Zellkulturmedien,  Plasma  und  Serum.  Sandwich-ELISA 
verwenden  zwei Antikörper, die beide spezifisch, jedoch an unterschiedlichen Epitopen des 
nachzuweisenden Antigens binden.
Der erste sogenannte  Capture-Primärantikörper liegt gebunden in Vertiefungen (wells) einer 
Mikrotiterplatte vor. In diese  wells werden Proben des nachzuweisenden Antigens gegeben, 
die  spezifisch  an  den  Antikörper  binden.  Durch  einen Waschschritt  werden ungebundene 
Bestandteile  der  Probe  entfernt.  Daraufhin  wird  ein  zweiter,  ebenfalls  spezifisch  an  das 
Antigen  bindender  Detection-Sekundärantikörper  in  die  wells gegeben,  an  welchem  ein 
Reporterenzym  gekoppelt  ist.  Durch  einen  erneuten  Waschschritt  werden  überschüssige 
Antikörper  herausgewaschen.  Nun  wird  ein  zum  Reporterenzym  passendes  Substrat 
beigefügt,  welches  vom  Enzym  zu  einem  Reaktionsprodukt  umgesetzt  wird.  Dieses 
Reaktionsprodukt  kann  durch  Farbumschlag,  Fluoreszenz  oder  Chemoluminiszenz 
nachgewiesen werden.
Alle  verwendeten  Substanzen  der  VEGF  ELISA  stammen  vom  selben  Hersteller  (R&D 
Systems GmbH) wie der ELISA Kit und gehörten derselben Charge an.
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Material und Methoden
2.3.2 Durchführung VEGF ELISA
Zunächst wurde der in Pulverform vorliegende VEGF-Standard (R&D Systems) in einem ml 
Calibrator Dilutent RD5K (R&D Systems) gelöst. Es entstand eine Stammlösung von 2000 
pg/ml,  die  für  15  Minuten  auf  dem  Schüttler (Rocking  Plattform,  VWR  International) 
gemischt wurde. Um den exakten VEGF-Gehalt einer Probe in einem ELISA bestimmen zu 
können,  wurde  nun  eine  Standard-VEGF-Verdünnungsreihe  erstellt.  Hierzu  wurden  fünf 
Eppendorf-Röhrchen  jeweils  mit  500  µl  Calibrator  Dilutent  RD5K befüllt  und  die 
Stammlösung anschließend auf eine VEGF165-Konzentration von 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 
pg/ml, 125 pg/ml und 62,5 pg/ml verdünnt.
Auftragen der Proben
Vor dem Auftragen der Proben wurden diese aufgetaut,  auf Raumtemperatur gebracht und 
durch  wiederholtes  auf-  und  abpipettieren  gemischt.  In  jedes  well einer  Mikrotiterplatte 
wurden  sodann  50  µl  eines  ELISA-aktivierenden  Assay  Dilutent  RD1W (R&D  Systems) 
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Aus: R&D Systems, ELISA Reference Guide & Catalog, Minneapolis, USA, 2012. Step 1: Auftragen der Probe des 
nachzuweisenden Antigens auf den „Capture“-Primärantikörper. Step 2: Auftragen des enzymtragenden Detection-
Antikörpers. Step 3: Zugabe des Substrates des an den Sekundärantikörper gekoppelten Reporterenzyms mit 
nachfolgendem Farbumschlag.
Abbildung 1: ELISA: schematische Darstellung
Material und Methoden
vorgelegt und anschließend jeweils 500 µl der Proben gegeben. Zur Kontrolle wurden sowohl 
die  Proben  als  auch die  Standardverdünnungsreihe  doppelt  aufgetragen.  Zum Schutz  vor 
Kontamination von außen wurde die Mikrotiterplatte (VEGF-Microplate,  R&D Systems) mit 
transparentem Klebeband verschlossen. 
Die Mikrotiterplatte wurde anschließend für zwei Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt. 
In dieser Zeit kam es zur Antikörper-Antigenbindung zwischen den Primärantikörpern auf der 
Mikrotiterplatte  und  den  in  der  Probe  nachzuweisenden  Antigenen  (s.  Testprinzip  VEGF 
ELISA).
Zur  Herstellung von 500 ml  Waschpuffer  wurden 20 ml  Wash Buffer  Concentrate (R&D 
Systems) in  480  ml  Aqua  bidest  gelöst.  Hiermit  wurden  die  wells dreimal  in  einem 
Streifenwascher (ELx50 Washer, Biotek Instruments) gewaschen. Im Anschluss wurden  200 
µl  VEGF Conjugate (R&D Systems), welches den Sekundärantikörper enthielt, in die  wells 
pipettiert.  Wiederum wurde die Mikrotiterplatte mit  transparentem Klebeband verschlossen 
und für zwei Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt. In dieser Zeit kam es zur Bindung 
zwischen dem Sekundärantikörper und dem Primärantikörper-Antigenkomplex (s. Testprinzip 
VEGF ELISA). Die wells wurden erneut dreimalig mit dem Waschpuffer im Streifenwascher 
gewaschen.
Zur Herstellung der Substratlösung wurden 11 ml Color Reagent A and B (R&D Systems) in 
einem  50  ml-Röhrchen  im  Verhältnis  1:1  gemischt  und  in  lichtundurchlässiger 
Aluminiumfolie bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach 15 Minuten wurden hiervon je 200 µl 
in jedes well gegeben.
Das Color Reagent liefert hierbei das Substrat für das an den Sekundärantikörper gekoppelten 
Reporterenzym (s. Testprinzip VEGF ELISA). Die Mikrotiterplatte wurde nun für 20 Minuten 
unter einer lichtundurchlässigen Aluminiumfolie aufbewahrt. Nach dieser Zeit ließ sich in den 
wells ein  gelblicher  Farbumschlag  beobachten.  Anschließend  wurden  jeweils  50  µl  Stop 
Solution (R&D Systems) in die  wells gegeben. Es erfolgte ein Farbwechsel vom Gelblichen 
ins  Bläuliche  als  Zeichen  einer  erfolgreich  beendeten  enzymatischen  Reaktion.  Alle 
Experimente wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt.
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Material und Methoden
2.3.3 Auswertung VEGF ELISA
Der  Farbumschlag  wurde  mit  dem  Absorptions-Reader (Elx800,  Biotek  Instruments) 
photometrisch  bei  einer  Wellenlänge  von  λ=450  nm  gegen  einen  Leerwert  aus  200  µl 
Calibrator  Dilutent  RD5K (R&D  Systems)  gemessen.  Die  Auswertung  erfolgte  mit  dem 
Programm Gen5 (Biotek Instruments).
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Dargestellt sind die Materialien des ELISA Kits.




VEGF Standard 2000 pg rekombinantes humanes VEGF165
Calibrator Dilutent RD5K Proteinbase
VEGF Conjugate Detektionsantikörper
Assay Dilutent RD1W
Wash Buffer Concentrate 25-fach konzentrierte Waschpufferlösung
Stop Solution 6 ml 2 N Schwefelsäure
Primärantikörper „Capture Antibody“ Maus anti VEGF Antikörper
Sekundärantikörper „Detection Antibody“ Anti VEGF Antikörper (Merrettichperoxidase gekoppelt)
Wash Buffer
Color Reagent A 12,5 ml stabilisiertes Wasserstoffperoxid
Color Reagent B 12,5 ml stabilisiertes Chromogen
96 well polystyrene Mikrotiterplatte, beschichtet mit 
Primärantikörper





3.1.1 Kompatibilität rtPA und VEGF-Inhibitoren
In der SDS-PAGE-Gelelektrophorese wurde der Effekt von rtPA auf die Proteinstruktur der 
VEGF-Inhibitoren Aflibercept und Ranibizumab untersucht. Das Bandenmuster der VEGF-
Inhibitoren wurde in zwei unterschiedlichen Anfärbungen, der Coomassie- und der Silber-
Färbung, dargestellt und das Molekulargewicht der einzelnen Banden bestimmt (s. Abbildung 
2 und 3).
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Coomassie-Färbung. Proteinbanden eines repräsentativen SDS-PAGE-Gels nach Ko-Inkubation von rtPA und Aflibercept 
oder Ranibizumab sowie deren Kontrollproben. Verdünnungen von 1:10 und 1:100 zur besseren Auflösung der Banden. 
MW, kDa: Molekulargewicht in Kilodalton. M: Molekulargewichtsmarker Precision Plus. rtPA: 1 µg recombinant tissue 
plasminogen activator. Afl: 200 µg Aflibercept. Mix1: 1 µg rtPA und 200 µg Aflibercept. Ran: 50 µg Ranibizumab. Mix2: 
1 µg rtPA und 50 µg Ranibizumab.
Abbildung 2: rtPA und VEGF-Inhibitoren nach Coomassie-Färbung
Ergebnisse
Kompatibilität rtPA und Ranibizumab
Das mittlere  Molekulargewicht  der  Banden von rtPA,  Ranibizumab  sowie rtPA nach Ko-
Inkubation mit  Ranibizumab nach Darstellung in  der  Coomassie-Färbung ist  in  Tabelle  9 
aufgezeigt. Nach Ko-Inkubation von rtPA und Ranibizumab zeigten sich in der Coomassie-
Färbung weder in der 1:10 noch in der 1:100 Verdünnung zusätzliche Banden. Die Bande von 
rtPA konnte auf Grund einer höheren Verdünnung in der 1:100 Verdünnung nicht dargestellt 
werden. Ein repräsentatives Gel ist unter Abbildung 2 dargestellt.
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Silber-Färbung. Proteinbanden eines repräsentativen SDS-PAGE-Gels nach Ko-Inkubation von rtPA und Aflibercept oder 
Ranibizumab sowie deren Kontrollproben. Verdünnungen von 1:10 und 1:100 zur besseren Auflösung der Banden. MW, 
kDa: Molekulargewicht in Kilodalton. M: Molekulargewichtsmarker Precision Plus. rtPA: 1 µg recombinant tissue 
plasminogen activator. Afl: 200 µg Aflibercept. Mix1: 1 µg rtPA und 200 µg Aflibercept. Ran: 50 µg Ranibizumab. Mix2: 
1 µg rtPA und 50 µg Ranibizumab.
Abbildung 3: rtPA und VEGF-Inhibitoren nach Silber-Färbung
Ergebnisse
Das mittlere Molekulargewicht der Banden von rtPA und Ranibizumab sowie rtPA nach Ko-
Inkubation  mit  Ranibizumab  nach  Darstellung  in  der  Silber-Färbung  ist  in  Tabelle  10 
aufgezeigt. Die Ergebnisse stimmen mit denen der Coomassie-Färbung überein. Wiederum 
wurden keine zusätzlichen Banden nach Ko-Inkubation von rtPA und Ranibizumab gefunden. 
Ein repräsentatives Gel ist unter Abbildung 3 dargestellt.
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Abgebildet ist der Mittelwert des Molekulargewichts aller Proteinbanden der SDS-PAGE-Gelelektrophorese nach 
Ko-Inkubation von rtPA und Ranibizumab sowie deren Kontrollproben in der 1:10-Verdünnung. kDa: Kilodalton 
(Molekulargewicht). rtPA: 1 µg recombinant tissue plasminogen activator. Ranibizumab: 50 µg Ranibizumab. 
Mischung: 1 µg rtPA und 50 µg Ranibizumab.
Tabelle 8: Molekulargewicht rtPA und Ranibizumab nach Coomassie-Färbung






Abgebildet ist der Mittelwert des Molekulargewichts aller Proteinbanden der SDS-PAGE-Gelelektrophorese nach 
Ko-Inkubation von rtPA und Ranibizumab sowie deren Kontrollproben in der 1:10-Verdünnung. kDa: Kilodalton 
(Molekulargewicht). rtPA: 1 µg recombinant tissue plasminogen activator. Ranibizumab: 50 µg Ranibizumab. 
Mischung: 1 µg rtPA und 50 µg Ranibizumab.
Tabelle 9: Molekulargewicht rtPA und Ranibizumab nach Silber-Färbung







Kompatibilität rtPA und Aflibercept
Das  mittlere  Molekulargewicht  der  Banden  von  rtPA,  Aflibercept  sowie  rtPA nach  Ko-
Inkubation  mit  Aflibercept  nach  Darstellung  in  der  Coomassie-Färbung  ist  in  Tabelle  11 
aufgezeigt.  Nach Ko-Inkubation von rtPA und Aflibercept  zeigten sich in  der  Coomassie-
Färbung  weder  in  der  1:10  noch  in  der  1:100  Verdünnung  zusätzlichen  Banden.  Ein 
repräsentatives Gel ist unter Abbildung 2 dargestellt.
Das mittlere Molekulargewicht der Banden von rtPA und Aflibercept sowie rtPA nach Ko-
Inkubation  mit  Aflibercept  nach  Darstellung  in  der  Silber-Färbung  ist  in  Tabelle  12 
aufgezeigt.  Die  Ergebnisse  stimmen  mit  denen  der  Coomassie-Färbung  weitestgehend 
überein.  Wiederum wurden keine  zusätzlichen Banden  nach Ko-Inkubation  von rtPA und 
Aflibercept gefunden. Banden von Aflibercept mit einem Molekulargewicht von 31,09 kDa 
und 20,17 kDa konnten allerdings in der Mischung aus rtPA und Aflibercept nicht dargestellt 
werden. Ein repräsentatives Gel ist unter Abbildung 3 dargestellt.
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Abgebildet ist der Mittelwert des Molekulargewichts aller Proteinbanden der SDS-PAGE-Gelelektrophorese nach 
Ko-Inkubation von rtPA und Aflibercept sowie deren Kontrollproben in der 1:10-Verdünnung. kDa: Kilodalton 
(Molekulargewicht). rtPA: 1 µg recombinant tissue plasminogen activator. Aflibercept: 200 µg Aflibercept. 
Mischung: 1 µg rtPA und 200 µg Aflibercept.
Tabelle 10: Molekulargewicht rtPA und Aflibercept nach Coomassie-Färbung











3.1.2 Kompatibilität Plasmin und VEGF-Inhibitoren
Plasmin ist das Hauptsubstrat von rtPA. Neben rtPA wurde daher auch die Auswirkung der 
enzymatischen  Aktivität  von  Plasmin  auf  die  Proteinstruktur  der  VEGF-Inhibitoren 
untersucht.  Das  Bandenmuster  wurde  wiederum  in  zwei  unterschiedlichen  Anfärbungen 
dargestellt und das Molekulargewicht der einzelnen Banden ermittelt (s. Abbildung 4 und 5).
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Abgebildet ist der Mittelwert des Molekulargewichts aller Proteinbanden der SDS-PAGE-Gelelektrophorese nach 
Ko-Inkubation von rtPA und Aflibercept sowie deren Kontrollproben in der 1:10-Verdünnung. kDa: Kilodalton 
(Molekulargewicht). rtPA: 1 µg recombinant tissue plasminogen activator. Aflibercept: 200 µg Aflibercept. 
Mischung: 1 µg rtPA und 200 µg Aflibercept.
Tabelle 11: Molekulargewicht rtPA und Aflibercept nach Silber-Färbung












Proteinbanden eines repräsentativen SDS-Page-Gels nach Ko-Inkubation von Plasmin und Aflibercept oder Ranibizumab 
sowie deren Kontrollproben. Zwei Konzentrationen von Plasmin. Verdünnungen von 1:10 und 1:100 zur besseren 
Auflösung der Banden. MW, kDa: Molekulargewicht in Kilodalton. M: Molekulargewichtsmarker Precision Plus. Plas: 2 
U Plasmin. Afl: 200 µg Aflibercept. Mix1a: 2 U Plasmin und 200 µg Aflibercept. Mix1b: 0,2 U und 200 µg Aflibercept. 
Ran: 50 µg Ranibizumab. Mix2a: 2 U Plasmin und 50 µg Ranibizumab. Mix2b: 0,2 U Plasmin und 50 µg Ranibizumab.
Abbildung 5: Plasmin und VEGF-Inhibitoren in gleichen Volumina nach Silber-Färbung
Proteinbanden eines repräsentativen SDS-PAGE-Gels nach Ko-Inkubation von Plasmin und Aflibercept oder 
Ranibizumab sowie deren Kontrollproben. Zwei Konzentrationen von Plasmin. Verdünnungen von 1:10 und 1:100 zur 
besseren Auflösung der Banden. MW, kDa: Molekulargewicht in Kilodalton. M: Molekulargewichtsmarker Precision 
Plus. Plas: 2 U Plasmin. Afl: 200 µg Aflibercept. Mix1a: 2 U Plasmin und 200 µg Aflibercept. Mix1b: 0,2 U und 200 µg 
Aflibercept. Ran: 50 µg Ranibizumab. Mix2a: 2 U Plasmin und 50 µg Ranibizumab. Mix2b: 0,2 U Plasmin und 50 µg 
Ranibizumab.
Abbildung 4: Plasmin und VEGF-Inhibitoren in gleichen Volumina nach Coomassie-Färbung
Ergebnisse
Kompatibilität Plasmin und Ranibizumab
Das mittlere Molekulargewicht der Banden von Plasmin, Ranibizumab sowie Plasmin nach 
Ko-Inkubation mit Ranibizumab (2 U Plasmin in Mischung 1 und 0,2 U Plasmin in Mischung 
2 sowie jeweils 50 µg Ranibizumab) nach Darstellung in der Coomassie-Färbung ist in der 
Tabelle 13 aufgezeigt. Nach Ko-Inkubation von Plasmin und Ranibizumab zeigten sich in der 
Coomassie-Färbung weder in der 1:10 noch in der 1:100 Verdünnung zusätzlichen Banden. 
Die Banden von Ranibizumab erschienen korrespondierend ebenso in den Mischungen mit 
Plasmin. Die Banden von Plasmin konnten nicht dargestellt werden. Ein repräsentatives Gel 
ist unter Abbildung 4 dargestellt.
Das mittlere Molekulargewicht der Banden von Plasmin, Ranibizumab sowie Plasmin nach 
Ko-Inkubation mit Ranibizumab (2 U Plasmin in Mischung 1 und 0,2 U Plasmin in Mischung 
2) nach Darstellung in der Silber-Färbung ist in der Tabelle 14 aufgezeigt. Die Ergebnisse 
stimmen mit denen der Coomassie-Färbung überein. Wiederum wurden keine zusätzlichen 
Banden nach Ko-Inkubation von Plasmin und Ranibizumab gefunden. Ein repräsentatives Gel 
ist unter Abbildung 5 dargestellt.
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Abgebildet ist der Mittelwert des Molekulargewichts aller Proteinbanden der SDS-PAGE-Gelelektrophorese nach 
Ko-Inkubation von Plasmin und Ranibizumab sowie deren Kontrollproben in der 1:10-Verdünnung. kDa: Kilodalton 
(Molekulargewicht). Plasmin: 2 U Plasmin. Ranibizumab: 50 µg Ranibizumab. Mischung 1: 2 U Plasmin und 50 µg 
Ranibizumab. Mischung 2: 0,2 U Plasmin und 50 µg Ranibizumab.
Tabelle 12: Molekulargewicht Plasmin und Ranibizumab nach Coomassie-Färbung
Molekulargewicht Plasmin und Ranibizumab
Coomassie-Färbung
                                           Mittelwert, kDa




Kompatibilität Plasmin und Aflibercept
Das mittlere Molekulargewicht der Banden von Plasmin, Aflibercept sowie Plasmin nach Ko-
Inkubation mit Aflibercept (2 U Plasmin in Mischung 1 und 0,2 U Plasmin in Mischung 2 
sowie jeweils 200 µg Aflibercept) nach Darstellung in der Coomassie-Färbung ist in Tabelle 
15 aufgezeigt. Im Gegensatz zu Ranibizumab konnten nach Ko-Applikation von Plasmin mit 
Aflibercept  zusätzliche Banden in  niedrigeren  Bereichen des  Molekulargewichts  von 19,9 
kDa und 12,7 kDa dargestellt werden. Die Ergebnisse der 1:100 Verdünnung stimmen mit 
denen der 1:10 Verdünnung überein, obgleich die Ausprägung der zusätzlichen Banden durch 
die höhere Verdünnung geringer ausfällt. Die Banden von Plasmin konnten nicht dargestellt 
werden. Ein repräsentatives Gel ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abgebildet ist der Mittelwert des Molekulargewichts aller Proteinbanden der SDS-PAGE-Gelelektrophorese nach 
Ko-Inkubation von Plasmin und Ranibizumab sowie deren Kontrollproben in der 1:10-Verdünnung. kDa: Kilodalton 
(Molekulargewicht). Plasmin: 2 U Plasmin. Ranibizumab: 50 µg Ranibizumab. Mischung 1: 2 U Plasmin und 50 µg 
Ranibizumab. Mischung 2: 0,2 U Plasmin und 50 µg Ranibizumab.
Tabelle 13: Molekulargewicht Plasmin und Ranibizumab nach Silber-Färbung
Molekulargewicht Plasmin und Ranibizumab
Silber-Färbung
                                           Mittelwert, kDa




Das mittlere Molekulargewicht der Banden von Plasmin, Aflibercept sowie Plasmin nach Ko-
Inkubation mit Aflibercept (2 U Plasmin in Mischung 1 und 0,2 U Plasmin in Mischung 2 
sowie jeweils 200 µg Aflibercept) nach Darstellung in der Silber-Färbung ist in Tabelle 16 
aufgezeigt.  Die  Ergebnisse  stimmen  mit  denen  der  Coomassie-Färbung  weitestgehend 
überein. Nach Ko-Inkubation von Plasmin und Aflibercept wurden erneut zusätzliche Banden 
mit  einem  Molekulargewicht  von  19,48  kDa  und  12,70  kDa  gefunden,  die  denen  der 
Coomassie-Färbung mit einem Molekulargewicht von 19,9 kDa und 12,7 kDa entsprechen. 
Vor allem in Bereichen mit niedrigem Molekulargewicht ermöglichte die Silber-Färbung eine 
exaktere  Bestimmung  der  Banden.  Es  ließ  sich  eine  zusätzliche  Bande  von  15,28  kDa 
detektieren,  die  in  der  Coomassie-Färbung  nicht  sichtbar  geworden  war.  Die  1:100 
Verdünnung, in der nach Ko-Inkubation von Plasmin und Ranibizumab ebenfalls zusätzliche 
Banden  gefunden  wurden,  verdeutlicht  die  höhere  Sensitivität  der  Silber-Färbung  im 
37
Abgebildet ist der Mittelwert des Molekulargewichts aller Proteinbanden der SDS-PAGE-Gelelektrophorese nach 
Ko-Inkubation von Plasmin und Aflibercept sowie deren Kontrollproben in der 1:10-Verdünnung. Coomassie-
Färbung. Zusätzliche Banden in fetter Schriftstärke. kDa: Kilodalton (Molekulargewicht). Plasmin: 2 U Plasmin. 
Aflibercept: 200 µg Aflibercept. Mischung 1: 2 U Plasmin und 200 µg Aflibercept. Mischung 2: 0,2 U Plasmin und 
200 µg Aflibercept.
Tabelle 14: Molekulargewicht Plasmin und Aflibercept nach Coomassie-Färbung
Molekulargewicht Plasmin und Aflibercept
Coomassie-Färbung
                                           Mittelwert, kDa











Vergleich zur Coomassie-Färbung durch ihre akkurate Abbildung der einzelnen Banden. Ein 
repräsentatives Gel ist in Abbildung 5 dargestellt.
Densitometrische Auswertung der Kompatibilität von Plasmin mit gleichen Mengen aller  
VEGF-Inhibitoren
Zum direkten Vergleich der Dichte der einzelnen Banden aller VEGF-Inhibitoren – inklusive 
Bevacizumab – nach Ko-Inkubation mit Plasmin wurden Proben der VEGF-Inhibitoren von 
jeweils 50 µg vorbereitet und in der SDS-PAGE-Gelelektrophorese aufgetragen (s. Abbildung 
6 und 7).
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Abgebildet ist der Mittelwert des Molekulargewichts aller Proteinbanden der SDS-PAGE-Gelelektrophorese nach 
Ko-Inkubation von Plasmin und Aflibercept sowie deren Kontrollproben in der 1:10-Verdünnung. Zusätzliche 
Banden in fetter Schriftstärke. kDa: Kilodalton (Molekulargewicht). Plasmin: 2 U Plasmin. Aflibercept: 200 µg 
Aflibercept. Mischung 1: 2 U Plasmin und 200 µg Aflibercept. Mischung 2: 0,2 U Plasmin und 200 µg Aflibercept.
Tabelle 15: Molekulargewicht Plasmin und Aflibercept nach Silber-Färbung
Molekulargewicht Plasmin und Aflibercept
Silber-Färbung
                                                        Mittelwert, kDa













Proteinbanden eines repräsentativen SDS-PAGE-Gels nach Ko-Inkubation von Plasmin und Aflibercept, Bevacizumab 
oder Ranibizumab sowie deren Kontrollproben. Verdünnungen von 1:10 und 1:100 zur besseren Auflösung der Banden. 
MW, kDa: Molekulargewicht in Kilodalton. M: Molekulargewichtsmarker Roti-Mark. Plas: 2 U Plasmin. Afl: 50 µg 
Aflibercept. Mix1: 2 U Plasmin und 50 µg Aflibercept. Bev: 50 µg Bevacizumab. Mix2: 2 U Plasmin und 50 µg 
Bevacizumab. Ran: 50 µg Ranibizumab. Mix3: 2 U Plasmin und 50 µg Ranibizumab.
Abbildung 6: Plasmin und VEGF-Inhibitoren in gleichen Mengen zur densitometrischen Auswertung nach Coomassie-
Färbung
Ergebnisse
Nach  Ko-Inkubation  von  Plasmin  mit  50  µg  Ranibizumab  zeigten  sich  weder  in  der 
Coomassie- noch in  der  Silber-Färbung zusätzliche  Banden. Sowohl in  Ko-Inkubation als 
auch in der Kontrollinkubation ohne Plasmin konnte in den Anfärbungen ein Bandenmuster 
mit zwei Banden von 26 kDa und 23 kDa dargestellt werden (s. Abbildung 6 und 7 sowie 8 
und 9).
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Proteinbanden eines repräsentativen SDS-PAGE-Gels nach Ko-Inkubation von Plasmin und Aflibercept, Bevacizumab 
oder Ranibizumab sowie deren Kontrollproben. Verdünnungen von 1:10 und 1:100 zur besseren Auflösung der Banden. 
MW, kDa: Molekulargewicht in Kilodalton. M: Molekulargewichtsmarker „Roti-Mark“. Plas: 2 U Plasmin. Afl: 50 µg 
Aflibercept. Mix1: 2 U Plasmin und 50 µg Aflibercept. Bev: 50 µg Bevacizumab. Mix2: 2 U Plasmin und 50 µg 
Bevacizumab. Ran: 50 µg Ranibizumab. Mix3: 2 U Plasmin und 50 µg Ranibizumab.





Abbildung 8: Densitometrische Auswertung von Plasmin und Ranibizumab nach Coomassie-
Färbung
Ergebnisse
Bereits  in  vorangegangenen Studien konnte  gezeigt  werden,  dass  Bevacizumab nicht  von 
Plasmin gespalten wird (Klettner et al. 2012). Auch in den durchgeführten Versuchen zeigten 
sich nach Ko-Inkubation mit Plasmin keine zusätzlichen Banden (s. Abbildung 6 und 7). 
In der Coomassie-Färbung konnten Banden mit einem Molekulargewicht von 55 kDa und 22 
kDa dargestellt werden sowie schmalere Banden von 118 kDa, 40 kDa und 33 kDa. In der 
Silber-Färbung zeigten sich entsprechende Banden mit einem Molekulargewicht von 63 kDa 
und 23 kDa sowie schmaleren Banden von 147 kDa, 39 kDa und 34 kDa (s. Abbildung 10 und 
11).
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Auswertung eines repräsentativen SDS-PAGE-Gels nach Ko-Inkubation von Plasmin und 
Ranibizumab. Umgezeichnet nach Klettner et al. [im Druck]. Schwarzer Balken: 50 µg 
Ranibizumab ohne Plasmin. Grauer Balken: 50 µg Ranibizumab und 2 U Plasmin.





Abbildung  10:  Densitometrische  Auswertung  von  Plasmin  und  Bevacizumab  nach 
Coomassie-Färbung
Ergebnisse
Hingegen zeigte sich nach Ko-Inkubation von Plasmin mit 50 µg Aflibercept  erneut  eine 
Abnahme der Intensität der Hauptbanden, sowie zusätzliche Banden in niedrigeren Bereichen 
des Molekulargewichts. In der Coomassie-Färbung zeigte sich die ursprüngliche Hauptbande 
von 78 kDa und die schmaleren Banden von 47 kDa und 39 kDa verteilt  auf zusätzliche 
Banden von 30 kDa, 27 kDa, 19 kDa und 15 kDa (s. Abbildung 12). In der Silber-Färbung 
zeigte  sich  ein  entsprechendes  Muster  der  Verteilung  der  ursprünglichen  Banden  auf 
zusätzliche Banden mit Molekulargewichten von 31 kDa, 26 kDa, 21 kDa, 19 kDa und 15 
kDa.  Erneut  ermöglichte  die  sensitivere  Silber-Färbung  die  Detektion  einer  zusätzlichen 
Bande von 21 kDa (s. Abbildung 13).
44
Auswertung eines repräsentativen SDS-PAGE-Gels nach Ko-Inkubation von Plasmin und 
Bevacizumab. Umgezeichnet nach Klettner et al. [im Druck]. Schwarzer Balken: 50 µg 
Bevacizumab ohne Plasmin. Grauer Balken: 50 µg Bevacizumab und 2 U Plasmin.









Auswertung eines repräsentativen SDS-PAGE-Gels nach Ko-Inkubation von Plasmin und 
Aflibercept. Umgezeichnet nach Klettner et al. [im Druck]. Schwarzer Balken: 50 µg 
Aflibercept ohne Plasmin. Grauer Balken: 50 µg Aflibercept und 2 U Plasmin.




Im VEGF ELISA wurde untersucht, ob rtPA, Plasmin oder andere während der Fibrinolyse 
aktivierte Proteasen Aflibercept oder Ranibizumab in ihrer Funktion beeinträchtigen, VEGF 
im RPE-Zellüberstand vollständig zu inhibieren. 
3.2.1 Kompatibilität von rtPA - mit und ohne humanes Blut - und VEGF-
Inhibitoren
Kompatibilität von rtPA und Aflibercept bzw. Ranibizumab
Nach Ko-Inkubation von 2 µg rtPA und Aflibercept (400 µg in 500 µl RPE-Zellüberstand) 
bzw. Ranibizumab (100 µg in 500 µl RPE-Zellüberstand) für 2 Stunden bei 37 °C konnte im 
VEGF ELISA kein  VEGF nachgewiesen  werden.  Es  zeigte  sich  damit  eine  vollständige 
Inhibition von VEGF im RPE-Zellüberstand und kein Verlust der anti-VEGF-Effektivität von 
Aflibercept  bzw.  Ranibizumab  durch  direkte  enzymatische  Wirkung  von  rtPA.  In  den 
Kontrollproben von Aflibercept und Ranibizumab konnte ebenfalls kein VEGF nachgewiesen 
werden. In der Kontrollprobe von rtPA ohne einen VEGF-Antagonisten zeigten sich hingegen 
signifikante Mengen an VEGF (s. Abbildung 14).
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Kompatibilität von rtPA und Ranibizumab bzw. Aflibercept in humanem Blut
Nach  Ko-Inkubation  von  rtPA  und  Aflibercept  bzw.  Ranibizumab  in  intraoperative 
verwendeten Konzentrationen (10µg rtPA, 2 mg Aflibercept und 0,5 mg Ranibizumab in 500 
µl RPE-Zellüberstand) in humanem Blut für 30 Minuten bei 37 °C konnte im VEGF ELISA 
kein VEGF nachgewiesen werden. Es zeigte sich auch hier eine vollständige Inhibition von 
VEGF im RPE-Zellüberstand. Ein Verlust der anti-VEGF-Effektivität von Aflibercept oder 
Ranibizumab durch direkte enzymatische Wirkung von rtPA, indirekte Wirkung von rtPA über 
die Konversion von Plasminogen zu enzymatisch aktivem Plasmin oder die Wirkung anderer 
in der Fibrinolyse aktivierten Proteasen ist somit nicht zu beobachten. In den Kontrollproben 
von Aflibercept und Ranibizumab konnte ebenfalls kein VEGF nachgewiesen werden. In der 
Kontrollprobe  von  rtPA  und  Blut  ohne  einen  VEGF-Antagonisten  zeigten  sich  hingegen 
signifikante Mengen an VEGF (s. Abbildung 15).
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Dargestellt ist die Wirksamkeit der VEGF-Inhibition von Aflibercept und Ranibizumab in Ko-
Inkubation mit rtPA im VEGF-ELISA. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung. 
Umgezeichnet nach Klettner et al. [im Druck]. VEGF-Gehalt in pg/ml. rtPA: recombinant 
tissue plasminogen activator. Afl: Aflibercept. Ran: Ranibizumab.
Abbildung 14: Anti-VEGF-Effektivität von Aflibercept und Ranibizumab mit rtPA
Ergebnisse
3.2.2 Kompatibilität von Plasmin und VEGF-Inhibitoren
Kompatibilität von Plasmin und Ranibizumab
Nach  Ko-Inkubation  von  2  U  Plasmin  mit  Ranibizumab  (100  µg  in  500  µl  RPE-
Zellüberstand)  für 2 Stunden bei 37 °C konnte im VEGF ELISA kein VEGF nachgewiesen 
werden. Es zeigte  sich damit eine vollständige Inhibition von VEGF im RPE-Zellüberstand 
und kein Verlust  der anti-VEGF-Effektivität  von Ranibizumab durch direkte enzymatische 
Wirkung von Plasmin. In der Kontrollprobe von Ranibizumab konnte ebenfalls kein VEGF 
nachgewiesen werden.  In der Kontrollprobe von Plasmin ohne VEGF-Antagonisten konnte 
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Dargestellt ist die Wirksamkeit der VEGF-Inhibition von Aflibercept und Ranibizumab in Ko-
Inkubation mit rtPA in simulierten intraoperativen Bedingungen im VEGF-ELISA. Der 
Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung. Umgezeichnet nach Klettner et al. [im Druck]. 
VEGF-Gehalt in pg/ml. rtPA: recombinant tissue plasminogen activator. blood: Humanes 
Blut. afl: Aflibercept. ran: Ranibizumab.
Abbildung 15: Anti-VEGF-Effektivität Aflibercept und Ranibizumab mit rtPA und humanem 
Blut
Ergebnisse
hingegen VEGF nachgewiesen werden (s. Abbildung 16).
Kompatibilität von Plasmin und Aflibercept
Nach Ko-Inkubation von 2 U Plasmin mit Aflibercept (400 µg in 500 µl RPE-Zellüberstand) 
für 2 Stunden bei 37 °C konnten im VEGF ELISA minimale Mengen an VEGF nachgewiesen 
werden. Trotz Spaltung durch Plasmin zeigte sich interessanterweise eine fast  vollständige 
Inhibition von VEGF im RPE-Zellüberstand. Dennoch ergibt sich hieraus ein Verlust der anti-
VEGF-Effektivität von Aflibercept durch direkte enzymatische Wirkung von Plasmin. In der 
Probe aus alleinigem Aflibercept konnte kein VEGF nachgewiesen werden.
In den Proben der Kontrolle bestehend aus Plasmin ohne einen VEGF-Antagonisten konnte 
hingegen VEGF nachgewiesen werden (s. Abbildung 16).
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Dargestellt ist die Wirksamkeit der VEGF-Inhibition von Aflibercept und Ranibizumab in Ko-
Inkubation mit Plasmin im VEGF-ELISA. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung. 
Umgezeichnet nach Klettner et al. [im Druck]. VEGF-Gehalt in pg/ml. Plas: Plasmin. afl: 
Aflibercept. ran: Ranibizumab.
Abbildung 16: Anti-VEGF-Effektivität Aflibercept und Ranibizumab mit Plasmin
Ergebnisse
3.2.3 Einfluss von Plasmin auf den Grenzwert einer wirksamen Aflibercept-
Konzentration
Nach Inkubation von 150 ng/ml Aflibercept in 500 µl RPE-Zellüberstand konnten im VEGF 
ELISA signifikante Mengen an  VEGF im Medium des  RPE-Zellüberstands nachgewiesen 
werden. Hingegen zeigte sich nach Inkubation von 200 ng/ml Aflibercept eine vollständige 
Inhibition von VEGF im RPE-Zellüberstand.
Hieraus ergibt sich eine Aflibercept-Konzentration von 200 ng/ml als Grenzwert einer VEGF-
inhibitorischen Wirksamkeit, die dennoch in der Lage ist, eine vollständige VEGF-Inhibition 
im Medium aus 500 µl RPE-Zellüberstand durchzuführen.
Nach Ko-Inkubation von 200 ng/ml Aflibercept mit 4 U Plasmin konnten im VEGF ELISA 
hingegen  signifikante  Mengen  von  VEGF  im  Medium  aus  dem  RPE-Zellüberstand 
nachgewiesen  werden.  Daraus  ergibt  sich  eine  Aufhebung  der  VEGF-Inhibition  von 
Aflibercept,  sobald  Plasmin  mit  minimal  wirksamen  Konzentration  von  Aflibercept  ko-




Dargestellt ist die Wirksamkeit der VEGF-Inhibition von Aflibercept in Grenzwerten der 
VEGF-inhibitorisch wirksamen Konzentrationen in Ko-Inkubation mit Plasmin im VEGF-
ELISA. Die Fehlerbalken zeigen Standardabweichungen. Umgezeichnet nach Klettner et al. 
[im Druck]. VEGF-Gehalt in pg/ml. Plas: Plasmin. afl: Aflibercept.
Abbildung 17: Anti-VEGF-Effektivität Aflibercept mit Plasmin
Diskussion
4 Diskussion
Für unser  in-vitro-Modell zur Simulation der kombinierten subretinalen Injektion von rtPA 
und  VEGF-Inhibitoren  im  Rahmen  einer  submakulären  Blutung konnten  die  relativen 
Konzentrationen von rtPA und Plasmin, sowie Aflibercept und Ranibizumab aufgrund sehr 
variabler Volumina submakulärer Blutungen nur vermutet werden. Deshalb haben wir unsere 
Experimente  an  vorangegangenen  Untersuchungen  zu  Volumina  submakulärer  Blutungen 
orientiert (Klettner et al. 2012). Den Einfluss von rtPA auf die VEGF-Inhibitoren untersuchten 
wir unter Verwendung gleicher Volumina der VEGF-Inhibitoren, den Einfluss von Plasmin 
unter Verwendung zweier Konzentrationen von Plasmin, da die klinische Konzentration der 
Protease in einer submakulären Blutung unbekannt ist.
Um sicher  zu  gehen,  dass  die  Spaltung  von  Aflibercept  durch  Plasmin  nicht  durch  eine 
unterschiedliche  Konzentration  des  VEGF-Inhibitors  gegenüber  Ranibizumab  entsteht, 
untersuchten  wir  die  Interaktion  zwischen  Plasmin  und  VEGF-Inhibitoren  zusätzlich  mit 
gleichen  Konzentrationen  der  VEGF-Inhibitoren.  Gleiche  Konzentrationen  der  VEGF-
Inhibitoren  waren  zudem  Voraussetzung,  um  das  Bandenmuster  der  VEGF-Inhibitoren 
densitometrisch  auswerten  und  vergleichen  zu  können.  In  diesem  Versuchsteil 
berücksichtigten wir zusätzlich Bevacizumab, um alle drei VEGF-Inhibitoren in Beziehung 
zueinander  setzen  zu  können.  Ein  Hinweis  auf  eine  strukturelle  oder  funktionelle 
Beeinträchtigung von Bevacizumab durch Plasmin konnte nicht erbracht werden. Dies ist in 
Übereinstimmung mit vorangegangenen Studien über die Kompatibilität  von Bevacizumab 
und rtPA bzw. Plasmin (Klettner et al. 2012).
Für die Gelelektrophorese verwendeten wir Gele mit einem 12-prozentigen Acrylamid-Anteil, 
weil sie Proteine mit einem Molekulargewicht von 30 - 70 kDa optimal darstellen können. In 
diesem Bereich kamen in unseren Versuchen die meisten Banden zur Darstellung.
Zur  Darstellung  der  Gele  der  Elektrophorese  verwendeten  wir  zusätzlich  zur  Coomassie-
Färbung die  sensitivere  Silberfärbung.  So konnten die  Ergebnisse der  Coomassie-Färbung 
einerseits  mit  einer  zweiten  Methode  überprüft  und  andererseits  zusätzliche  Banden 
dargestellt  werden,  die  mit  der  Coomassie-Färbung  nicht  erfasst  werden  können.  Die 




Es bleibt anzumerken, dass im in-vitro-Modell zur Untersuchung der Kompatibilität von rtPA 
und VEGF-Inhibitoren die  Ergebnisse der Elektrophorese allein nicht ausreichen, um eine 
therapeutische  Kompatibilität  der  Substanzen  für  die  intraoperative  Anwendung 
nachzuweisen. Da die Elektrophorese selbst VEGF-Inhibitoren spaltet, kann ein durch rtPA-
generiertes Spaltprodukt durch die Gelelektrophorese nur dann als solches erkannt werden, 
wenn rtPA die VEGF-Inhibitoren nicht  zufälligerweise an der selben Stelle spaltet wie die 
Gelelektrophorese.  Zudem könnten fragmentierte  Aflibercept-  oder  Ranibizumab-Moleküle 
trotz  Spaltung  weiterhin  anti-angiogenetisch  wirksam  sein,  sofern  die  Spaltung  nicht  die 
VEGF-Bindungsstelle betrifft. Aus diesem Grund quantifizierten wir die VEGF-Bindung von 
Aflibercept und Ranibizumab nach Ko-Inkubation mit rtPA und Plasmin im VEGF ELISA.
In Hinblick auf die Frage der intraoperativen Beeinflussung von VEGF-Inhibitoren sind noch 
weitere  Mechanismen  zu  bedenken.  Ranibizumab  und  Aflibercept  könnten  durch 
unbestimmte,  während  der  Fibrinolyse  aktivierte  Proteasen  strukturell  und  funktionell 
beeinträchtigt  werden.  Ähnlich wie die Aufnahme von Bevacizumab durch Thrombozyten 
(Verheul et al. 2007) könnten Ranibizumab und Aflibercept von Thrombozyten oder anderen 
in einer submakulären Blutung aktivierten Zellen resorbiert werden. In Hinblick auf die Frage 
der therapeutischen Konsequenz unserer Ergebnisse haben wir daher im in-vitro-Modell die 
intraoperative Situation der subretinalen Ko-Applikation von rtPA und VEGF-Inhibitoren an 
geronnenem humanem Blut simuliert. Im VEGF ELISA quantifizierten wir die Bindung der 
VEGF-Inhibitoren an VEGF bei Ko-Applikation mit rtPA in humanem Blut. 
Bei  diesen  Experimenten  lysierte  rtPA das  geronnene  Blut.  Um sicherzustellen,  dass  die 
Moleküle  aller  VEGF-Inhibitoren  mit  eventuell  vorhandenen,  durch  die  Fibrinolyse 
aktivierten Proteasen gesättigt waren, verwendeten wir im Experiment eine größere Menge 
Blut,  als die  zuvor  kalkulierte Menge einer  submakulären Blutung in-vivo (Klettner  et  al. 
2012).
Nach Ko-Inkubation der VEGF-Inhibitoren mit rtPA und Plasmin – mit und ohne humanes 
Blut – konnte im VEGF ELISA kein Verlust der anti-VEGF-Effektivität von Aflibercept oder 
Ranibizumab nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass weder rtPA, noch 
andere während der Fibrinolyse aktivierte Proteasen Struktur und Funktion von Aflibercept 
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oder Ranibizumab beeinträchtigen. 
Die Resultate der Gelelektrophorese zeigen, dass Ranibizumab nach Ko-Inkubation sowohl 
mit rtPA als auch mit Plasmin strukturell intakt bleibt. Im VEGF ELISA konnte anschließend 
kein Verlust der anti-VEGF-Effektivität nachgewiesen werden.
In  Hinblick  auf  die  Fragestellung  der  Kompatibilität  von  rtPA und  Ranibizumab  kann 
angenommen werden, dass
(1) Ranibizumab weder direkt durch enzymatische Wirkung von rtPA, noch indirekt über 
eine rtPA-induzierte Konversion von Plasminogen zu enzymatisch aktivem Plasmin 
gespalten wird,
(2) die  anti-angiogene  Wirksamkeit  von  Ranibizumab  durch  Kontakt  mit  rtPA oder 
Plasmin unbeeinträchtigt bleibt. 
Die  Gelelektrophorese  zeigte  nach  Ko-Inkubation  von  rtPA  mit  Aflibercept  sich 
entsprechende Ergebnisse. Zusätzlichen Banden konnten nicht gefunden werden. Ein Verlust 
der anti-VEGF-Effektivität zeigte sich im VEGF ELISA nicht. 
Hingegen konnten nach Ko-Inkubation von Plasmin mit Aflibercept zusätzliche Banden in der 
Gelelektrophorese  dargestellt  werden.  Interessanterweise  wiesen  die  Ergebnisse  des 
anschließenden VEGF ELISA nach Ko-Inkubation von Plasmin und Aflibercept nur minimale 
Mengen an VEGF nach. Trotz Spaltung scheint Aflibercept weiterhin in der Lage zu sein, 
VEGF zu inhibieren.
In Hinblick auf die Fragestellung der Kompatibilität von rtPA und Aflibercept kann davon 
ausgegangen werden, dass in einer intraoperativen Situation
(1) Aflibercept nicht durch rtPA jedoch durch Plasmin gespalten wird,
(2) die  anti-angiogene  Wirksamkeit  von Aflibercept  durch  rtPA unbeeinträchtigt  bleibt 
und durch Plasmin abnimmt.
Die  Ergebnisse  der  Verdünnungsreihe  von  Aflibercept  im  VEGF  ELISA  ergaben  die 
Konzentration  von  200  ng/ml  Aflibercept  als  Grenzwert  einer  VEGF-inhibitorischen 
Wirksamkeit.  In  der  anschließenden  Ko-Inkubation  von  200  ng  Aflibercept  mit  Plasmin 
konnte  nachgewiesen  werden,  dass  Plasmin  die  VEGF-Inhibition  von  Aflibercept  nahezu 
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vollständig aufhebt. Ein wesentlicher Einfluss von Plasmin scheint vor allem dann bedeutsam 
zu  sein,  wenn  Aflibercept  in  geringen  Konzentrationen  eingesetzt  wird.  Therapeutische 
Konsequenzen  könnten  durch  veränderte  pharmakodynamische  und  pharmakokinetische 
Eigenschaften von Aflibercept  eintreten.  So ist  denkbar,  dass  Plasmin durch Spaltung der 
VEGF-bindenden Domänen des Moleküls, die Affinität von Aflibercept zu VEGF verringert 
und damit die Dauer der Wirksamkeit des VEGF-Inhibitors herabsetzt. Durch Spaltung des 
Moleküls könnte es zudem zu einem schnelleren Transport von Aflibercept aus dem Auge und 
einer  weiteren  Verkürzung der  anti-angiogenen Wirksamkeit  kommen.  Allerdings  ist  auch 
denkbar, dass die Spaltung durch Plasmin Domänen des Moleküls betrifft, die nicht an der 
VEGF-Bindung  beteiligt  sind.  Abgesehen  davon  entspricht  die  intraoperativ  subretinal 
applizierte Menge an Aflibercept einem Vielfachen dessen Versuchsteils.  Es ist daher durch 
unsere in-vitro Experimente nicht eindeutig zu klären, ob die Spaltung von Aflibercept durch 
Plasmin eine unmittelbare klinische Konsequenz hätte oder ob die intraoperativ eingesetzte 
Menge von Aflibercept genügen würde, um eine vollständige VEGF-Inhibition zu erzeugen.
Die experimentellen Versuche der vorliegenden Arbeit sind für die chirurgische Therapie von 
Bedeutung, weil die Substanzen bei subretinaler Injektion mit Proteasen einer submakulären 
Blutung interagieren  könnten.  Unserer  Ergebnisse  zeigen eindeutig,  dass  Ranibizumab im 
Rahmen einer subretinalen Injektion strukturell und funktionell intakt bleibt. Auch wenn wir 
eine  Beeinträchtigung  vor  allem der  Struktur  von  Aflibercept  durch  Plasmin  nachweisen 
konnten, ist davon auszugehen, dass auch Aflibercept für die subretinale Injektion im Rahmen 
einer  pars-plana-Vitrektomie  geeignet  ist.  Sobald  Aflibercept  jedoch nicht  im Überschuss 
subretinal  verabreicht  wird,  könnte  die  Effektivität  der  VEGF-Inhibition  signifikant 




Bei der sogenannten feuchten Form der Altersabhängigen Makuladegeneration entsteht eine 
krankhafte Gefäßneubildung in der Aderhaut. Diese Gefäße neigen zu spontanen Blutungen 
unter die Netzhaut im Bereich der Stelle des schärfsten Sehens (Makula), führen zu einem 
plötzlich einsetzenden signifikanten Sehverlust und haben im weiteren Verlauf eine besonders 
schlechte Prognose. Es gibt derzeit keine etablierte Therapie.
Während das Fibrinolytikum recombinant tissue plasminogen activator (rtPA) in der Therapie 
der feuchten Altersabhängigen Makuladegeneration zur Auflösung bestehender submakulärer 
Blutungen eingesetzt wird, hemmen Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Inhibitoren 
wie Ranibizumab und Aflibercept  das  Fortschreiten choroidaler  Neovaskularisationen.  Ein 
vielversprechendes  chirurgisches  Therapiekonzept  der  submakulären  Blutung bei 
altersabhängiger Makuladegenerationen liegt daher in der kombinierten subretinalen Injektion 
von rtPA und VEGF-Inhibitoren. 
Ziel  der  Arbeit  war  es,  die  Wirksamkeit  dieser  invasiven  Intervention  in  einem  in-vitro-
Modell durch Simulation zu überprüfen. Es sollte heraus gefunden werden, ob rtPA, rtPA-
generiertes Plasmin oder andere, nicht näher bestimmte während der Fibrinolyse aktivierte 
Proteasen Struktur und/oder Funktion der VEGF-Inhibitoren Aflibercept und Ranibizumab 
beeinflussen.  Die  verwendeten  Therapeutika  wurden  in  ihren  üblichen  therapeutischen 
Mischungsverhältnissen untersucht.
Anhand  der  Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  wurde  zunächst 
untersucht,  ob  Ranibizumab  nach  Ko-Inkubation  mit  enzymatisch  wirksamem  rtPA oder 
Plasmin  gespalten  wird.  Weder rtPA,  noch  Plasmin  führten  zu  einer  strukturellen 
Beeinträchtigung von  Ranibizumab.
Da  durch  rtPA  fragmentierte  Ranibizumab-Moleküle  trotz  Spaltung  weiterhin  anti-
angiogenetisch wirksam sein könnten,  sofern die  Spaltung nicht die  VEGF-Bindungsstelle 
betrifft,  quantifizierten  wir  daraufhin  die  VEGF-Bindung  von  Ranibizumab  nach  Ko-
Inkubation  mit  rtPA bzw.  Plasmin  in  Medium  aus  VEGF-sezerniertem Zellüberstand  des 
Retinalen  Pigmentepithels  im  VEGF  enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA).  Eine 




In entsprechenden experimentellen Versuchen zur Kompatibilität  von rtPA und Aflibercept 
ließ sich eine Interaktion dieser Substanzen ebenfalls ausschließen. Nach Ko-Inkubation von 
Plasmin und Aflibercept zeigten sich in der Gelelektrophorese hingegen Spaltprodukte des 
Aflibercept-Moleküls.  Trotz  Beeinträchtigung  der  strukturellen  Integrität  von  Aflibercept 
durch Plasmin ließ sich im VEGF ELISA, der anschließenden Untersuchung zur funktionellen 
Beeinflussung  der  VEGF-Inhibition  durch  Plasmin,  nur  eine  geringe  Verminderung  der 
VEGF-inhibitorischen  Wirksamkeit  von  Aflibercept  ermitteln.  Nach  Reduzierung  von 
Aflibercept auf gerade noch VEGF-inhibitorisch wirksame Konzentrationen konnte allerdings 
bei  Plasminzugabe  eine  vollständige  Aufhebung  der  Effektivität  des  VEGF-Inhibitors 
nachgewiesen werden.
Zur  Simulation  der  intraoperativen  Anwendung  der  Therapeutika  im  Rahmen  einer 
submakulären Blutung wurden daraufhin rtPA und VEGF-Inhibitoren in humanem Blut ko-
inkubiert und im VEGF ELISA analysiert. Es konnte ausgeschlossen werden, dass Aflibercept 
und  Ranibizumab  durch  weitere  während  der  Fibrinolyse  aktivierte  Proteasen  funktionell 
beeinträchtigt werden.
Die  Ergebnisse  unserer  experimentellen  Untersuchungen haben eine bedeutsame klinische 
Relevanz, da gezeigt werden konnte, dass rtPA und Aflibercept sowie rtPA und Ranibizumab 
in einer gemeinsamen subretinalen Injektion kompatibel sind. Aufgrund der Spaltung und der 
funktionellen Beeinträchtigung von Aflibercept  durch  Plasmin ist  die  anti-angiogenetische 
Wirksamkeit von Aflibercept in Ko-Applikation mit rtPA bei submakulärer Blutung klinisch 
möglicherweise eingeschränkt. Solange der VEGF-Inhibitor in ausreichender Konzentration 
appliziert wird, scheint Aflibercept potent genug zu sein, eine vollständige VEGF-Inhibition 
zu bewirken. Sobald es jedoch nicht im Überschuss appliziert wird, muss damit gerechnet 
werden, dass die Wirksamkeit von Aflibercept durch Interaktion mit Plasmin abnimmt und der 
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 Ylä-Herttuala, S., Rissanen, T., Vajanto, I., Hartikainen J. Vascular endothelial growth 
factors: biology and current status of clinical applications in cardiovascular medicine. 
63
Literaturverzeichnis
J Am Coll Cardiol. 2007; 49(10): 1015-26. 
 Zarbin,  M.  Age-related  macular  degeneration:  review  of  pathogenesis.  Eur  J 
Ophthalmol. 1998; 8(4): 199–206 
 Zhang, X., Guo, X., Zhang, S., He, J., Sun, C., Zou, Y., Bi, H., Qu, Y. Comparison of 
bevacizumab  and  ranibizumab  in  age-related  macular  degeneration:  a  systematic 
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Opththalmologie  des  Universitätsklinikums  Schleswig-Holstein,  der  es  mir  ermöglichte, 
meine Doktorarbeit in der Augenklinik durchzuführen.
Ganz besonders bedanke ich mich bei meinem Doktorvater Herrn Professor Hillenkamp für 
die  interessante  Aufgabenstellung  der  Studie,  die  vielseitigen  Anregungen  und  die 
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